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荧光光谱学法具有灵敏度高,选择性强,样品用量少,操作简便的优点"同时又可提供多种分子间

相互作用的物理参数"所以被广泛用于研究小分子和蛋白质的相互作用!因此"通过内源荧光,同步荧光以

及三维荧光光谱技术"研究异槲皮素抑制
#

6

乳白蛋白$

#

68,C@,8B92A1

"

#

6P,

%

6

果糖体系糖基化过程中晚期糖基

化产物$

7TG?

%形成的能力"并从分子间相互作用的角度阐述其作用机制"最终阐明异槲皮素抑制食品热加

工过程中
7TG?

形成的能力!结果表明"异槲皮素可显著降低糖基化反应诱导的
#

6P,

构象变化"抑制
7TG?

的形成"样品浓度为
.-$/0

%

2;8

*

P

e&时"其抑制率达
#I$--d

"高于阳性对照品氨基胍盐酸盐!同步荧光和

三维荧光光谱分析结果表明"异槲皮素会改变
#

6P,

的构象"使色氨暴露于更亲水的环境中"增加其微环境

的亲水性!抑制动力学和热力学分析结果显示"异槲皮素通过静态方式猝灭
#

6P,

的内源荧光"且与
#

6P,

按

照
&f&

的摩尔比例结合形成了稳定的复合物"该结合是一个自发放热的过程"范德华力和氢键是异槲皮素
6

#

6P,

复合物形成的主要作用力!
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糖基化反应"又叫美拉德反应"是还原糖的醛基和蛋白

质,核苷酸和脂质的氨基之间发生的一种自发的非酶促反

应&

&

'

"通常包括初期,中期和晚期三个阶段"最后会形成一

系列晚期糖基化终产物$
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"

7TG?

%!在食品加工工业"常通过糖基化反应提高蛋白质的

功能特性$如起泡性,乳化性,抗氧化性等%"改善食品的风

味,色泽和口感 &

+6.

'

!但食品体系或食品蛋白在糖基化过程

中也会形成对人体有害的
7TG?

"降低氨基酸的营养价值&

I

'

!

研究发现"坚果,谷类产品,高温加工的罐头产品,烤肉,饼

干和蛋糕通常含有相对较高的
7TG?

&

&

'

!长期摄入富含

7TG?

的食物"会导致
7TG?

在机体中的积累"加速血管中

胶原蛋白的交联"促进活性氧和活性碳自由基的形成"增强

胰岛素抵抗"促进促炎症反应等"从而增加阿尔茨海默病,

糖尿病,炎症,心血管疾病,视网膜病变等系列慢性疾病的

发病率&

/

'

!添加
7TG?

抑制剂降低食品在热加工过程中

7TG?

的形成是提高食品安全"促进人体健康的有效方法之

一!

7TG?

抑制剂包括合成和天然化合物两类"其中植物来

源的天然
7TG?

抑制剂因其种类多,效果较好,副作用小等

优点已成为国内外的研究热点&

-

'

!

R5,8

等&

#

'研究发现"石榴

皮提取物,欧洲布什蔓越莓汁提取物,咖啡酸,儿茶素,鞣

花单宁等植物提取物和多酚类化合物可有效降低饼干焙烤过

程中呋喃和丙烯酰胺的形成#添加
%$+d

的白藜芦醇,表儿

茶素和迷迭香酸"可使饼干中荧光性
7TG?

的形成量降低
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!异槲皮素$槲皮素
6.6R6

葡萄糖苷%是普

遍存在于植物中的功能性次级代谢产物"具有降血压,抗氧

化,保肝,抗增殖,抗利尿,抗癌等多种生物活性&

K

'

"前期研

究发现"槲皮素能有效抑制
D>76

葡萄糖体系在
.#g

条件下

的糖基化反应"降低
7TG?

的形成"但糖苷形式的槲皮

素(((异槲皮素"能否有效抑制食品蛋白在热处理条件下的

糖基化反应需进一步研究!

近年来"荧光光谱法因其具有灵敏度高,选择性强,样

品用量少,操作简便"同时又可以提供较多的物理参数的特



点"广泛应用于小分子和蛋白质的相互作用研究!因此本文

以
#

6P,6

果糖体系为研究模型"通过分析荧光性
7TG?

相对

含量的变化"研究热处理条件下"异槲皮素对
#

6P,6

果糖体系

糖基化反应的影响"然后通过内源荧光,同步荧光和三维荧

光光谱技术研究异槲皮素对
#

6P,

的构象结构,微环境的影

响及其相互作用机制"最后从
#

6P,

结构变化和分子间相互

作用的角度探讨异槲皮素抑制
#

6P,

糖基化的机制!
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国
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电
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托力多仪器$上海%有限公司%!
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糖基化
!

>K8

制备

根据文献&

&%

'报道方法制备糖基化体系!采用
%$+

2;8

*

P

e&

,

!

"#$I

的磷酸盐缓冲溶液$

'D>

%配制
+%2

U

*

2P

e&的
#

6P,

和果糖溶液!

#

6P,

和果糖溶液按等体积比加入

带盖玻璃瓶中"然后分别加入不同浓度的异槲皮素溶液"使

反应体系中异槲皮素的浓度分别为
&+$+%

"

+I$.K

"

.-$/0

"

I0$#0

和
#.$&#

%

2;8

*

P

e&

!用乙醇代替异槲皮素和用
'D>

代替果糖的反应体系分别设为控制组和样品空白组!最后"

所有混合体系于
//g

下反应
.-(

"

Ig

冷却后"测定其荧光

性
7TG?

的相对含量!
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荧光光谱分析

&$.$&

#

7TG?

抑制活性测定

采用日立
H6#%%%

荧光光谱仪测定样品中荧光性
7TG?

的相对含量&

&%

'

!样品用
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P

e&

,

!

"#$I

的
'D>

稀释

-

倍后测定其在激发波长
.#%12

"发射波长
II%12

处的荧

光强度"激发和发射波长的狭缝宽度均设为
+$/12

"扫描速

度为
&+%%12

*

2A1

e&

!

7TG?

抑制率的计算公式为

抑制率
!
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其中
"#
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为含有
#

6P,

,果糖和异槲皮素的反应体系的荧光强

度#

"*

C

"

"#

B

和
"#

1B

分别为控制组,空白组和样品空白组的

荧光强度!
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内源荧光光谱

采用日立
H6#%%%

荧光光谱仪测定
#

6P,

内源荧光光谱的

变化&

&&

'

"扫描参数为)激发波长"

+0%12

#发射波长"

.%%

"

I%%12

#激发和发射波长的狭缝宽度"

/$%12

#扫描速度"

&+%%12

*
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!测定前用
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的

'D>

将所有样品稀释
.%

倍!

&$.$.

#

同步荧光光谱

采用日立
H6#%%%

荧光光谱仪分析
+K0]

条件下不同浓

度异槲皮素对
#

6P,

同步荧光光谱的影响!波长间隔$

'!

%为

&/12

时的扫描范围为
+-%

"

./%12

"

'!

为
-%12

时的扫描

范围为
+/%

"

./%12

"激发和发射波长的狭缝宽度均为
/

12

"扫描速度为
&+%%12

*

2A1

e&

"

#

6P,

的浓度为
%$.2

U

*

2P

e&

"异槲皮素的浓度范围为
%$%

"

+/$K#
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e&

!

&$.$I

#

三维荧光光谱

根据前期研究方法&
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'

"

+$%2P%$.2
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2P

e&的
#

6P,

与
&%

%

P%$/22;8

*

P

e&的异槲皮素在
+/g

下混匀后"静置

/2A1

"然后测定其在激发和发射波长扫描范围均为
+%%

"

-%%12

时的荧光光谱"激发和发射波长的狭缝宽度均为
/$%

12

"扫描速率为
&+%%%12

*

2A1

e&

!

&$.$/

#

抑制动力学研究

采用荧光滴定的方法&

&.

'

"分别测定
+K0

"

.%I

和
.&%]

时"不同浓度异槲皮素对
#

6P,

在
.%%

"

I%%12

范围内的荧

光发射光谱的影响!激发波长为
+0%12

"激发和发射狭缝宽

度为
/$%12

"扫描速度为
&+%%12

*

2A1

e&

!混合体系中"

#

6

P,

的浓度为
%$. 2

U

*

2P

e&

"异槲皮素的浓度从
.$.+

%

2;8

*

P

e&增加到
+/$K#

%

2;8

*

P

e&

!

+

#

结果与讨论

J)I

#

BM*/

抑制能力分析

蛋白糖基化过程中形成的
7TG?

包括荧光性
7TG?

和非

荧光性
7TG?

组成"因此"很多研究者采用荧光光谱技术评

价样品抑制蛋白糖基化过程中
7TG?

形成的能力"荧光强度

越高"表明反应体系中
7TG?

形成的相对含量越高"抑制率

就越低!异槲皮素对
#

6P,6

果糖体系中
7TG?

形成的影响如

图
&

所示"当异槲皮素的浓度为
&+$+%

"

+I$.K

"

.-$/0

"

I0$#0

和
#.$&#

%

2;8

*

P

e&时"其对
7TG?

形成的抑制率分

别为
&&$K#d

"

/I$#Kd

"

#I$--d

"

#0$K%d

和
0-$+/d

"而阳

性对照品氨基胍盐酸盐在浓度为
+I$.K

和
.-$/0

%

2;8

*

P

e&

时"对
7TG?

形成的抑制率为
.0$+&d

和
/0$#+d

"低于异槲

皮素"表明异槲皮素能有效抑制
#

6P,

糖基化过程中
7TG?

的形成!

图
I

#

异槲皮素对
!

>K8>

果糖体系中
BM*/

形成的影响
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内源荧光光谱分析

异槲皮素对糖基化
#

6P,

内源荧光强度的影响如图
+

所

示!天然
#

6P,

具有最大荧光强度"糖基化后
#

6P,

的荧光从
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降低至
+./#

!说明糖基化反应能显著降低了
#

6P,

的内

源荧光"可诱导蛋白构象的展开"降低其内源荧光强度&

&I

'

!

但随着异槲皮素浓度从
&+$+%

%

2;8

*

P

e&增加到
I0$#0

%

2;8

*

P

e&时"糖基化
#

6P,

的内源荧光强度也逐渐增强"说

明异槲皮素能够降低糖基化反应诱导的
#

6P,

构象变化"这

可能是其抑制
7TG?

形成的原因之一!

W(,1

U

等也表明"缓

解糖基化诱导的蛋白构象变化是天然提取物&

&%

'和黄酮类化

合物&

&&

'抑制蛋白糖基化的机制之一!但当样品浓度为
#.$&#

%

2;8

*

P

e&时"最大荧光强度值出现下降"这可能是因为黄

酮类化合物本身可与蛋白发生相互作用"猝灭其内源荧光!

当黄酮的相对浓度过高的时候"

#

6P,

的糖基化反应被完全抑

制"反应体系中多余的黄酮类化合进一步猝灭蛋白质的的荧

光"改变其构象!

图
J

#

不同浓度异槲皮素对糖基化
!

>K8

内源荧光光谱
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同步荧光光谱分析

同步荧光光谱可以检测蛋白质的主要荧光性发色团苯丙

氨酸,酪氨酸和色氨酸"激发波长为
+0%12

时"蛋白质的荧

光强度主要来源于色氨酸"其次为酪氨酸"因此"可以通过

同步荧光光谱技术分析异槲皮素对
#

6P,

中荧光性氨基酸残

基附近微环境变化的影响!如图
.

所示"

'!

h&/12

和
'!

h

-%12

时的最大荧光发射光谱的变化分别反应酪氨酸和色氨

酸微环境的变化!酪氨酸&图
.

$

,

%'和色氨酸&图
.

$

B

%'残基

的最大荧光强度均随着异槲皮素浓度的增加而明显降低"其

中对色氨酸的荧光猝灭效果明显高于酪氨酸"其荧光强度分

别从
&+&.

和
-K+/

降至
0+#$I

和
.#%%

!另外"色氨酸的最

大发射波长出现了红移现象"而酪氨酸的最大发射波长没有

明显的变化!以上结果表明"

#

6P,

的荧光猝灭的主要贡献者

是色氨酸"异槲皮素与
#

6P,

的结合会改变色氨酸微环境的

极性"使其暴露在更加亲水的环境中"增加其周围微环境的

亲水性&

&.

'

!这可能是因为色氨酸比酪氨酸对其周围极性的

变化更敏感"如芹菜素,柚皮素,山柰酚和染料木素与
$

6

乳

球蛋白的相互作用使色氨酸的荧光发射波长发生红移"但是

对酪氨酸的最大发射波长无影响&

&/

'

!
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#

三维荧光光谱分析

三维荧光光谱技术可以研究蛋白质的构象变化!异槲皮

素对天然
#

6P,

的三维荧光光谱的影响如图
I

所示"

<,

4

8)A

U

(

$

GbhG2

%峰是瑞利散射峰"峰
&

$

Gbh+0%12

"

G2h..%

12

%为色氨酸残基的分光特性峰"主要表明蛋白质的多肽骨

架结构的变化!从图
I

$

,

%和$

B

%可以看出"

#

6P,

与异槲皮素

相互作用后"

<,

4

8)A

U

(

峰和峰
&

的荧光强度显著降低"这可

能归因于色氨酸荧光团微环境的变化以及
#

6P,

内多肽骨架

结构的变化&

&.

'

!

图
L

#!

>K8

与不同浓度异槲皮素作用的同步荧光光谱
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#

抑制动力学分析

+$/$&

#

荧光猝灭动力学

荧光光谱是研究小分子配体和蛋白受体间相互作用的强

有力的工具"已广泛被用于研究生物大分子和小分子间的相

互作用机制&

&.

"

&/

'

!由图
/

$

,

%所示"

#

6P,

的荧光强度随异槲

皮素浓度的增加逐渐降低"且发射波长出现了明显的蓝移"

表明异槲皮素改变了
#

6P,

的构象结构"有效猝灭了
#

6P,

的

内源荧光"其荧光猝灭机制可通过
>@)516c;82)5

方程计算

"

%

"

!

&

&

'

>c

&

(

'

!

&

&

'

^

"

%

&

(

' $

+

%

式$

+

%中"

"

和
"

%

分别为含和不含异槲皮素时
#

6P,

的荧光

强度#&

(

'是异槲皮素的浓度#

'

^

为荧光猝灭速率常数#

'

>c

为
>@)516c;82)5

猝灭常数#

"

%

为没有猝灭剂的情况下
#

6

P,

的平均荧光寿命!

以异槲皮素浓度&

(

'为横坐标"

"

%

+

"

为纵坐标绘制的

#/#.
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>@)516c;82)5

曲线如图
/

$

B

%所示"根据方程计算的
'

>c

和

'

^

如表
&

所示"

'

>c

随着反应温度的升高而降低"

'

^

在

+K0

"

.%I

和
.&%]

时的值分别为
-$%#i&%

&+

"

/$..i&%

&+和

/$&Ii&%

&+

P

*

2;8

e&

*

?

e&

"且远高于生物大分子最大扩散

碰撞猝灭常数$

+i&%

&+

P

*

2;8

e&

*

?

e&

%"表明异槲皮素是通

过静态方式猝灭
#

6P,

的内源荧光&

&-

'

!

图
O

#

异槲皮素对
!

>K8

三维荧光光谱的影响
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(之间的
?.,23>T0:9,2
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#

结合常数和热力学参数

基于静态猝灭机理"可采用
E;9B8)8;

U

,5A@(2AC

方程$

.

%

计算结合常数
'

)

和结合位点数
*

8;

U

$

"

%

$

"

%

& '

"

!

8;

U

'

)

&

*8;

U

&

(

' $

.

%

##

结合常数
'

)

和结合位点
*

如表
&

所示"异槲皮素和
#

6

P,

的
'

)

值随温度升高逐渐减小"并且与
'

>c

的变化一致"
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说明随温度的升高"异槲皮素
6

#

6P,

复合物的稳定性降低"

说明异槲皮素与
#

6P,

的结合是一个放热的过程!结合位点

数
*

分别为
&$.-0

"

&$I#+

"

&$&+0

"接近于
&

!说明异槲皮素

在
#

6P,

上是只有一个或者一类结合位点的&

&.

'

!

用
L,1

.

@";__

方程计算热力学参数中的焓变$

'

+

;

%"熵

变$

'

,

;

%和自由能变化$

'

-

;

%来研究异槲皮素
6

#

6P,

复合物的

形成过程中的热力学变化"即
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/

%

其中
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是气体常数$
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*

2;8
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*

]

e&

%"

/

是实验温度

$

+00

"

+K0

和
.&%]

%"

'

)

是通过式$

+

%得到的结合常数!根

据方程$

I

%绘制以
81'

)

为纵坐标"以
&

+

/

为横坐标的直线

&图
/

$

E

%'"得到的
'

+

;

"

'

,

;和
'

-

;如表
&

所示!根据文献

报道"

'

+

;

%

%

"

'

,

;

%

%

表明氢键和范德华力是分子间的主

要作用力#

'

+

;

&

%

"

'

,

;

&

%

表明疏水相互作用是分子间的

主要作用力#

'

+

;

&

%

"

'

,

;

%

%

表明静电相互作用是分子间

的主要作用力&

&/

'

!异槲皮素与
#

6P,

相互作用的
'

+

; 和
'

,

;

分别为
eI/0$#K

和
e&$.K:S

*

2;8

e&

"均小于
%

"且
''

+

;

'

%'

/

'

,

;

'

"这进一步验证了异槲皮素与
#

6P,

的结合是一个

放热的过程"范德华力和氢键是其主要驱动力!另外"

'

-

;

%

%

"表明异槲皮素
6

#

6P,

复合物的形成是一个自发的过

程&

&-

'

!

表
I

#

槲皮素与
!

>K8

相互作用的荧光猝灭常数*结合位点数*结合常数和热力学参数
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结
#

论

##

通过荧光光谱技术研究了异槲皮素抑制
#

6P,6

果糖模型

中
7TG?

形成的能力!研究结果表明"异槲皮素可以显著抑

制
#

6P,

糖基化过程中
7TG?

的形成"减弱糖基化反应诱导

的
#

6P,

构象变化!同时"异槲皮素与
#

6P,

的相互作用会显

著猝灭
#

6P,

的内源荧光"改变
#

6P,

的构象"使色氨酸暴露

在更加亲水的环境中"增加其微环境的极性!分子间相互作

用研究发现"异槲皮素与
#

6P,

作用后按照
&f&

的摩尔比结

合形成了稳定的复合物"且通过静态的方式猝灭
#

6P,

荧光

团#异槲皮素
e

#

6P,

复合物的形成是一个自发的放热过程"

范德华力和氢键是其主要作用力!本研究结果证明"异槲皮

素可作为天然的糖基化抑制剂用于食品加工工业"减少食品

热加工过程中
7TG?

的产生"提高食品的营养品质和安全

性!
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